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UTILISATION DE SUBSTANCES MODULATRICES DE 
L' EXPRESSION OU DE LA FONCTION D'UNE PROTEINE IMPLIQUEE DANS 
LE CYCLE CELLULAIRE POUR LE TRAITEMENT OU LA PREVENTION DES 
LESIONS NEURALES AIGUES. 

La pr^sente invention concerne le domaine du 
traitement et de la prevention de maladies 
neurodegeneratives liees ^ des lesions neurales aigues 
exci totoxiques . L ' invention s ' int^resse tout 

particuli^rement au traitement et k la prevention de 
I'^pilepsie, plus particuli^rement a I'^tat de mal 
epileptique . L ' invention s ' int6resse aussi tout 
particuli^rment au traitement et k la prevention de 
I'lsch^mie cerebrale qu'ils s'agissent d'ischemie cer^brale 
focale OU globale, de I'hypoxie c6r6brale suite k un arrit 
cardiaque, de la circulation extra-corporelle lors de la 
chirugie cardiovasculaire , de la chirurgie des vaisseaux du 
cou, n^cessitant ou non un clampage des vaisseaux, des 
traumatismes crSniens et de toute situation provoquant une 
hypoxie ou une anoxie cerebrale. 

La destruction du tissu cerebral peut survenir 
au cours de differents ph^nomenes morphologiques . 

L'apoptose est un mecanisme de mort cellulaire 
qui s'est developpe avec la naissance des organismes 
multicellulaires . Dans cette description initiale, 
l'apoptose est un phenom^ne physiologique que I'on retrouve 
a travers toute la phylogenie. A cet egard, la construction 
du cerveau en est un exemple frappant, Le cerveau peut se 
structurer, au cours du developpement, grSce k la mort 
massive des neurones (plus de 50%) . 

Le terme apoptose provient du grec «chute des 
feuilles decrit par Kerr (1972) . Il fait reference a des 
criteres morphologiques differents de la necrose. En 
microscopie electronique, l'apoptose se caracterise 
precocement par une condensation du cytoplasme et de la 
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chromatine, puis par la suxvenue de convolutions des 
membranes cytoplasmique, et nucl6aire qui vont ensuite 
former les corps apoptotiques . Physiologiquement, I'apoptose 
ne provoque pas d' inflammation. II est apparu que I'apoptose 
etait associee, en g6n6ral, mais pas obligatoirement, a des 
ph^nom^nes biochimiques caract6ristiques mettant en jeu un 
veritable programme de mort appel6 de mani^re consacr^e, la 
mort cellulaire programm^e (MCP) . Le terme MCP a en fait 
deux sens. Le premier historiquement fait reference a une 
mort pr6vue au cours du d6veloppement . Puis le terme a 6te 
modifi6 pour signifier qu'il est associ^ k un programme 
g6netique impliquant la synthase de prot6ines sp6cifiques. 

La necrose se caract6rise, quemt a elle, par 
un gonflement des organites intracellulaires et du 
cytoplasme puis une lyse osmotique. La liberation de ses 
constituants provoque un afflux de macrophages et des 
lesions tissulaires Une inflammation est done pr^sente au 
cours de la necrose qui est le plus souvent un phenom^ne 
pathologique. 

Ainsi la mort par necrose et celle par apoptose 
sont associ^es respectivement, class iquement, ^ des 
ph^nom^nes passifs ou actifs. Les phenom^nes actifs mettent 
en jeu un programme de mort cellulaire avec activation de 
proteines (famille des caspases, famille de Bcl-2)alors que 
les phenomenes passifs ne mettent pas en jeu un programme de 
mort cellulaire. 

II y a done d'un c6te des aspects morphologiques 
et d'un autre cote des phenomenes biologiques jouant un r61e 
dans la mort cellulaire. On a cru pendant longtemps que les 
aspects morphologiques impliquaient des mecanismes 
biologiques particuliers, en fait cette comprehension est 
actuellement en train d'etre modifiee. L'idee apoptose-mort 
programmee, n^crose-absence de mort programmee, n'est plus 
exacte. Par exeirple on a decrit des apoptoses caspases- 
dependantes, mais aussi des apoptoses caspases independantes 
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(Borner et al., 1999). II y a des formes de passages entre 
apoptose et necrose, ainsi des cellules en apoptose pour 
lesquelles la mort programm^e a 6t6 bloqu^e peuvent avoir 
les caracteristiques morphologiques de la necrose (Kitanaka 
et al., 1999; Chautan et al., 1999). 

Au cours de I'isch^mie c^rebrale, les aspects 
morphologiques ont des aspects k la fois reminiscent 
d' apoptose et des aspects reminiscent de necrose 
ind^pendemment du fait qu'il y ait ou non une mort 
programm^e. II n'est m&ne pas certain qu'il y ait des 
neurones qui meurent par apoptose classique au cours de 
l'isch6mie c^r^brale (MacManus et al., 1999). Des trava\ix 
r6alis6s par Portera-Cailliau et al. (1997) illustrent le 
continuum morphologique qui peut exister apr^s 
excitotoxicit6 entre necrose et apoptose. Ces auteurs ont 
inject^ dans le striatum diff brents agonistes 
glutamatergiques pour stimuler les r^cepteurs NMDA et non- 
NMDA et ont ensuite etudie 1' aspect morphologique des 
neurones. Apr^s lesion excitotoxique tous les aspects 
interm^diaires entre necrose et apoptose sont observables. 
Apres injection de NMDA, la morphologie cellulaires est 
plut6t de type necrotique alors qu'apr^s injection 
d' agonistes non-NMDA elle est plut6t de type apoptotique. 

L' invention est fondee sur la comprehension de 
m^canismes moleculaires impliques dans la mort neuronale et 
en particulier la mort neurale liee au phenom^ne 
d' excitotoxicite. La mort neuronale liee a 1 ' excitotoxicite 
est due a une liberation excessive de glutamate qui va 
entrainer des lesions. La mort associee a 1 ' excitotoxicite 
peut provoquer une mort de type programmee pouvant mettre en 
jeu 1' activation de produit de genes. Cette mort de type 
programmee peut s'associer, d'un point de vue morphologique, 
au cours de 1 ' excitotoxicite et de I'ischemie cerebrale a 
des aspects morphologiques di verses de necrose, d' apoptose. 
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d'autophagocytose voire d' aspects mixtes (apoptose/n^crose) 
On rencontre ce ph^nom^ne au cours de I'isch^mie et de 
I'^pilepsie et dans de nombreuses maladies 
neurodegeneratives, coirane les maladies de Parkinson, 
5 d'Hvmtington, la sclerose laterale amyotrophique . 

Les autres cellules du systfeme nerveux central 
peuvent aussi §tre sensibles k I'excitotoxicite. Par exemple 
les oligodendrocytes soumis k des agonistes glutamatergiques 
tels que le kainate peuvent aussi d^generer (Matute et al . , 

10 1997; Sanchez-Gomez et Matute; 1999) 

Les inventeurs se sont int^ress^s tout 
particuli^rement aux lesions neurales aigues 

caracteristiques de I'^pilepsie et de I'ischemie c^rebrale, 
alors que les maladies neurodegeneratives de type Alzheimer 

15 ou Parkinson sont des maladies chroniques avec une mort 

essentiellement neuronale progressive sur plusieurs annees. 

Dans le cas de I'epilepsie et de I'ischemie 
cerebrale, la mort neurale est aigug et deux types de 
lesions neurales sont observes : 

20 - la mort des neurones, des astrocytes et des 

oligodendrocytes , 

la proliferation des cellules de 
1' inflammation et en particulier les astrocytes et la 
microglie qui par leurs effets inf lammatoires ont un effet 
25 deietere sur la mort cellulaire (Zoppo et al., 2000). II 

peut s'agir aussi de cellules en dehors du syst^me nerveux 
central tel que les cellules endotheiiales, les leucocytes. 

II est connu dans I'art anterieur que les 
30 cyclines sont des molecules clefs du cycle cellulaire, 

impliquees dans la phosphorylation de la molecule Rb de 
fagon a permettre la poursuite du cycle cellulaire. Leurs 
proprietes mitotiques necessitent qu'elles soient associees 
aux CDKs (kinases cyclines dependantes) pour former les 
35 complexes responsables de la phosphorylation de la molecule 
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Rb. Les cyclines D peuvent aussi agir ind^pendemment des cdk 
coiran el 'on montr6 des travaux r6cents (Zwijsen et al., 
1997) . 

Or, les inhibiteurs de CDK sont connus pour leur 
propri6t6 antimitotique et ont d^jk 6t6 proposes comme 
anticancereiax ou pour prevenir et traiter la degeneration 
tissulaire notamment I'apoptose des cellules neuronales. 
Ainsi, plusieurs demandes de brevet Internationales PCT WO 
99 43 676 et WO 99 43 675 proposent des inhibiteurs de CDK 
en tant qu' inhibiteur de la progression du cycle cellulaire 
pour une utilisation dans le traitement ou la prevention de 
I'apoptose neuronale par exemple pour les maladies 
c6rebrovasulaires . 

On a 6galement d^j^ propose dans I'art ^t^rieur 
1 'utilisation d'inhibiteur de la GSK3 pour prot^ger les 
neurones (Maggirwar, S. B. et al., 1999, J. Neurochem. 73, 
578-586) . 

Le r61e des cyclines dans I'ischemie cer^brale 
et 1 'excitotoxicite est sujet a debat- Certains auteurs 
pensent que la cycline Dl est associee k la reparation 
neuronale, d' autre qu'elle pourrait §tre implique dans la 
mort neuronale. In vivo, Wiessner et al. (1996) ont mis en 
evidence la cycline Dl dans la microglie mais pas dans les 
neurones apres ischemie cerebrale globale. Li et al (1997) 
ont observe que la proteine cycline Dl etaient augmentee 
dans les neurones et les oligodendrocytes apres ischemie 
focale. Comme ces cellules n' etaient pas en degenerescence 
les auteurs ont propose que la cycline Dl pourrait gtre 
impliquee dans la reparation de I'ADN dans des neurones non 
touches de maniere irremediable. In vitro, Small et al. 
(1999) ont etudie 1' expression de la cycline Dl sur \me 
culture de neurones corticaux exposes au glutamate. Les 
auteurs observent une perte d' expression de la cycline Dl 
apres expositions de ces neurones au glutamate et concluent 
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que la cycline Dl joue plut6t un r61e dans la resistance 

neuronale ci I'isch^ie 

Dans im modele d' ischemia globale, Timsit et al. 

(1999), ont montre que 1' expression de I'ARNm et de la 
5 proteine cycline Dl 6taient augment^es dans les neurones 

destines a mourir mais aussi dans des neurones r^sistants. 

Ces auteurs ont propose alors que la cycline Dl puisse §tre 

un modulateur de la mort prograinm6e, mais n'ont pu trancher 

de manidre formelle entre un effet del^t^re ou b6n6fique. 
10 Les r^cents r6sultats in vitro obtenus par les Inventeurs 

suggerent que la cycline Dl et ses partenaires pourraient 

avoir un effet deletere sur la mort neuronale. 

Les inventeurs ont ainsi montr6 une augmentation 

de 1' expression de cyclines, plus particuli^rement de 
15 cycline Dl, dans les neurones lors de I'isch^ie ou de 

l'6pilepsie (Timsit, S. et al., 1999, Eur. J. Neurosci. 

11:263-278). Cette observation in vivo a et6 confirme sur \m 

module de mort neuronale in vitro par excitotoxicit6 mis au 

point pour cette 6tude. Cet enseignement semble toutefois 
20 contradictoire avec plusieurs articles de I'art anterieur ou 

il est consid6r6 que la cycline Dl n'est pas impliqu^e dans 

I'apoptose. 

Les inventeurs ont maintenant montre sur le 
module defini ci-dessus que 1' utilisation de substances 

25 inhibitrices de CDKs permettait de diminuer la mort 

neuronale aigue excitotoxique. 

Or, dans le cas des lesions chroniques 
rencontr^es par exemple dans le Parkinson ou 1' Alzheimer, le 
medicament comprenant une substance inhibi trice de CDKs est 

30 administre de fagon chronique avec des effets secondaires 

sur les cellules en division. Au contraire, dans le cas de 
lesions aigues rencontrees dans I'ischemie cerebrales et 
I'epilepsie, un medicament est administre pendant une 
periode courte done avec peu d' effet secondaire sur la 

35 division cellulaire. 
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L' invention a done pour objet 1' utilisation 
d'une substance modulatrice de 1' expression ou de la 
fonction d'une prot^ine impliqu^e dans le cycle cellulaire 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement ou 
5 a la prevention des lesions neurales aigugs excitotoxiques 

non-apoptotiques • 

On entend par lesions neurales, des lesions 
pouvcmt d^truire tous les types cellulaires du syst^e 
nerveux et plus particulierement les neurones, les 
10 astrocytes, les oligodendrocytes, la microglie mais aussi 

leurs precurseurs dans le syst^e nerveux y compris les 
cellules souches pouvant donner des astrocytes, des 
oligodendrocytes, des neurones et de la microglie. 

Ces lesions sont celles rencontr^es 
15 spdcif iquement dans I'ischemie ou la crise d'^pilepsie. 

Elles sont dues, au moins en partie, au phenomfene 
d'excitotoxicit6. Elles font done reference a des ph6nom6nes 
pathologiques bien connus en pathologie humaine et non a des 
aspects morphologiques . Les aspects morphologiques peuvent 
20 §tres proches d' aspect de necrose, d'apoptose, d' aspects 

mixtes necrose /apoptose et de mort par autophagocytose. 
Parmi les lesions de necrose on decrit les paleurs 
cellulaires (pale cell change) , les modifications 
ischemiques cellulaires (ischemic cell change) et les 
25 • cellules fant6mes (ghost cells) . Enfin de recentes revues 

evoque la possibilite de passage entre differents formes de 
mort : necrose et apoptose (Lipton et al . /Physiological 
review 1999; 79:1432-1532. 

On entend par lesions aigues toutes lesions qui 
30 se produisent en moins de 30 jours qui sont dans ce contexte 

dues a I'ischemie cerebrale ou aux crises d'epilepsie. 

L' invention concerne done tout particulierement 
1' utilisation d'une substance modulatrice de 1' expression ou 
de la fonction d'une proteine impliquee dans le cycle 
35 cellulaire pour la preparation d'un medicament destine au 
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I 

traitement ou a la prevention des lesions neurales aigues 
excitotoxiques non-apoptotiques des neurones. des 
astrocytes, ou des oligodendrocytes, ou de leurs 
pr^curseurs, au cours de I'isch^mie c6r6brale ou de 
5 l'6pilepsie, plus par t i culi Bremen t l*6tat de mal 

6pileptique. 

L' invention s'int6resse tout sp^cialement au 
traitement ou a la prevention des lesions neurales aiguSs 
excitotoxiques non-apoptotiques resultant d'une ischemie 

10 c6r6brale survenant au cours d'une situation provoquant une 

hypoxie ou une anoxie c^rebrale. Parmi les situations 
provoquant une hypoxie ou une anoxie c6r6brale, on peut 
citer I'arrSt cardiaque, la mise en circulation extra- 
corporelle lors de la chirugie cardiovasculaire, la 

15 chirurgie des vaisseaux du cou n^cessitant ou non un 

clampage des vaisseaiox, les traiomatismes crSniens. 

On entend par protdine impliqu^e dsuis le cycle 
cellulaire, toute prot6ine qui joue un r61e dans le cycle 

20 cellulaire sur certains types cellulaires. Par cycle 

cellulaire, on entend la phase Gl, la phase S, la phase G2, 
la phase M mais aussi la phase GO. Ainsi, on entendu plus 
particuli^rement par proteine impliqu6e dans le cycle 
cellulaire, line proteine qui joue un role dans la 

25 progression du cycle cellulaire, c'est a dire dans la 

passage d'un phase k I'autre, II s'agit de proteine qui 
peuvent gtre produite par un type cellulaire qui ne se 
divise plus. Par exemple, un neurone diff^rencie ne se 
divise pas, neanmoins il peut exprimer certaines molecules 

30 du cycle cellulaire sans toutefois que ces molecules 

entrainent une division cellulaire. En outre, une proteine 
impliquee dans la progression du cycle cellulaire d'un type 
de cellule peut gtre produite par un autre type de cellule. 

On entend par substance modulatrice de 

35 1' expression, toute substance capable de modifier la 
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quantity d'ARNm prpduite, la quantity de prot^ine produite 
oil de modifier la demi-vie d'un ARNm ou d'une prot^ine par 
exemple en modifiant la degradation de I'ARNm ou la 
degradation de la proteine. Cette modulation peut §tre 
positive ou negative, c'est a dire qu'elle peut augmenter la 
quantity de proteine active ou la diminuer. 

On entend pas substance modulatrice de la 
fonction d'Tine proteine toute substance capable de modifier 
I'activite d'une proteine ou d'un complexe proteique sur une 
cible. L' invention envisage plus particuli^rement, un 
substance capable de moduler la phosphorylation d'une cible, 
en I'augmentant ou I'inhibant. A titre d' exemple pr^f^re, 
1' invention concerne une sxibstance capable de modUler le 
degr6 de phosphorylation de Rb par une Cdk* 

L' invention concerne plus particuli^rement 
1' utilisation d'une substance modulatrice de 1' expression ou 
de la fonction d'une cycline, et plus particuli^rement d'une 
cycline D, d'une cdk ou leur complexe. On entend aussi par 
substance modulatrice de 1' expression ou de la fonction 
d'une cycline, d'une cdk ou leur complexe, toute substance 
modulatrice de 1' expression ou de la fonction de tout 
complexe impliquant la cycline, la cdk, ou les deux. Des 
exemples de complexes sont : cycline/autre proteine ou 
complexe de proteines; cdk/autre proteine ou complexe de 
proteines; cycline /cdk/ autre proteine ou complexe de 
proteines . 

L' invention concerne plus particulierement ime 
substance modulatrice de 1' expression ou de la fonction de 
la cycline Dl et/ou de la cdkS et/ou du complexe cycline 
Dl/Cdk5 

Ces substances presentent un effet sur 
1 'excitotoxicite neuronale et done sur la mort neuronale, 
mais aussi sur la mort des astrocytes et des 
oligodendrocytes et sur 1' effet d^letere indirect lie a la 
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proliferation des astrocytes et de la microglie impliqu6e 
dcuis le ph^nom^ne d' excitotoxicite. 

L' invention conceme done tout particuli^rement, 
le traitement ou la prevention de I'isch^mie c6rebrale et 
5 l*6pilepsie* En effet, les travaux realises dans le cadre de 

la pr^sente invention ont permis de montrer qu'une 
substance modulatrice de 1' expression ou de la fonction des 
cyclines, des cdk ou de leur complexe permet diminuer 
I'etendue des lesions provoquees par I'ischemie ou 

10 I'epilepsie. Les cellules cibles qui sont visees dans 

1' utilisation selon 1' invention sont, d'une part les 
neurones et 6ventuellement les autres cellules qui meurent 
telles que les astrocytes, les oligodendrocytes ' et la 
microglie, et d' autres part, les cellules qui prolif^rent et 

15 qui ont un effet d6l6t6re sur l'6tendue des lesions. 

L' invention se rapporte done k une m6thode de traitement ou 
de prevention de l*isch6mie c6r6brale ou de l'6pilepsie 
comprenant 1 ' administration a un patient d'une quantite 
efficace sur les lesions neurales aiguSs d'une ou plusieurs 

20 des substances modulatrices de 1' expression ou de la 

fonction d'une proteine impliquee dans le cycle cellulaire. 

L' invention envisage a titre de substance 
modulatrice de 1' expression ou de la fonction d'une proteine 
impliquee dans le cycle cellulaire, une substance choisie 

25 parmi : 

les inhibiteurs de 1' expression des 

eye lines, 

les inhibiteurs de kinases eye lines 
dependantes, comme les analogues de purines par exemple les 
30 derives de I'olomoucine et roscovitine, les paullones, les 

indirubines, 1 'hymenisaldisine, le f lavopiridol, etc... 

les inhibiteurs du complexe cyeline/kinases 
eyelines d^pendantes. 

Des inhibiteurs de 1' expression des eyelines 
35 sont par exemple : 
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- La rapamycine qui agit sur I'ARNm de la 
cycline Dl et sur la stability de la prot6ine. 
(Hashemolhosseini et al., 1998). Par ailleurs, il a 6t6 
montr6 que la rapamycine pouvait diminuer la taille des 
infarctus cerebraux, 

- La glycogene synthase kinase, comme la GSK3, 
qui r^gule la prot6olyse de la cycline Dl, (Diehl et al., 
1998) 

Les statines, et en particulier la 
lovastatine qui modifie 1' expression de la cycline Dl (Oda 
et al* 1999; Rao et al., 1999; Muller et al., 1999) via des 
prot^ines inhibitrices telles que p21. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention apparaltront de la description qui suit 
concernant I'effet du kainate sur la mort neuronale, et le 
r61e d* inhibiteurs des cdk sur cette mort neuronale. 

I - ]v[ateriel et m^^hode. 

1) Culture primaire de cellules de 1 ' hippocampe , 
Les cultures cellulaires ont ete preparees a 

partir de rats Wis tar ages de 2 jours. Les hippocainpes ont 
ete disseques dans du PBS sans calcium, ni magnesium. Les 
tissus ont ete coupes en petit morceau et incubes en 
presence de proteases et de Dnase. L' action des proteases a 
ete stoppee par 1' action d'un serum. Les cellules ont ete 
ensuite dissociees m6caniquement . puis resuspendues dans un 
milieu de culture. Des cellules cultivees pendant 10-12 
jours furent utilisees pour les experiences. 

2) Exposition au kainate et etude de la 
mortalite cellulaire . 

Les cultures cellulaires de I'hippocampe ont 
ete exposees a du kainate (20 - 75 jJM) pendant des temps 
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dif f^rents (2-22 heures) , Le kainate a 6te dilu6 dans de 
I'eau afin de preparer une solution stock de 20 mM. La 
quantite adequate de la solution stock a 6t6 ensuite ajoutee 
k 200 111 de milieu conditionn6 provenant de la culture 
5 cellulaire. Les experiences contr61es ont 6t6 conduites dans 

les m&nes conditions sauf le stock de kainate qui ete 
remplac6 par de I'eau sterile. 

La mort neuronale a 4te analys^e par microscopie 
en contraste de phase et 1' utilisation de deux marqueurs de 
10 mort : I'iodure de propidium et la coloration Hoechst 

(Bisbenzimide) . 

Le comptage a 6t6 r6alis6 sur des cultures 
d'hippocampes es^os^es k du kainate 20nM. Deux boite par 

condition ont 6t6 au moins evalu6es. 
15 L'iodure de propidium (7,5 HM) a et6 ajout6 a la 

culture 1 heure avant le convptage cellulaire. Les cellules 

marquees ont ete comptees k I'aide d'un microscope k 

fluorescence avec un grossissement faible k partir de champs 

choisis au hasard. Au moins 5 champs dans deux boltes ont 

20 6t6 compt6s par conditions sur trois cultures ind6pendantes . 

Les r6sultats ont 6t6 exprim^s en pourcentage du nombre 

total de neurones observes en microscopie avec contraste de 

phase. 

Le marquage par le Hoechst (Bisbenzimide ) a ete 
25 realise apres fixation des cellules au paraformaldehyde 4%. 

Les cellules brillantes k noyau condensees ont ensuite ete 
conptes. Au moins 5 champs dans deux boltes ont ete comptes 
par conditions sur une ou trois cultures independantes . Les 
resultats ont et6 exprimes en pourcentage du nombre total de 
30 neurones observees en microscopie avec contraste de phase. 

3) Immunocvtochimie et coloration Hoechst 

( Double marouaae) . 

Les cellules hippocampiques sur des lamelles de 
35 verre ont ete fixees dans le paraformaldehyde 4% pendant 20 
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minutes puis lavees en PBS et perni6abilis6es en PBS - 0,2% 
gelatin - 0,2 % Triton X-100, Un anticorps monoclonal dirig6 
contre la cycline Dl (Santa Cruz, California, USA) dilu6 au 
1/400, un anticorps polyclonal de lapin (Dako A/S Danemark) 
5 dirige contre la GFAP dilue au 1/800 ont ete incubus toute 

la nuit k 4*^C dans le PBS 0.2% gelatine 0,2% Triton X-100. 
Apr^s lavage, un anticorps de cheval anti-souris dilu6 au 
1/400 (adsorb^ chez le rat) (Vector, Burlingame, USA) a ete 
utilise pendant 1 heure k temperature ainbiante. Apr^s 

10 lavage, un coraplexe avidine-f luoresc^ine (1/400) a ete 

utilise en mdme temps qu'un anticorps de ch^vre anti-lapin 
couple k la rhodamine (Chemicon, Temecula, USA) pour une 
inciibation de 1 heure. Apres lavage, les cellules ont ^te 
color6es par le Hoechst Bisbenzimide 33.258 (Sigma, St 

15 Louis, USA) k Img/ml. Les lamelles de verre sont ensuite 

mont^es. Les experiences contr61es ont ete realisees en 
omettant les premiers anticorps, soit la cycline Dl soit la 
GFAP, soit les deux. 

Pour les doubles marquages cycline Dl/cdk5, un 

20 amticorps monoclonal anti-cycline Dl dilue au 1/100 (Santa 

Cruz, California, USA) ainsi qu'un anticorps polyclonal de 
lapin anti-cdkS dilue au 1/200 ont ete utilises. Apres 
lavage, un anticorps biotinyie anti- lapin dilue au 1/400 
(Vector, Burlingame, USA) a ete utilise pendant 1 heure a 

25 temperature ambiante. Apres lavage, un anticorps de chevre 

anti-souris coupie au TRITC (1/400) (Sigma, St Louis, USA) 
et un complexe avidine-f luoresceine (1/400) (Vector, 
Burlingame, USA) ont ete utilises a temperature ambiante 
pendant 30 minutes. Les experiences controles ont ete 

30 realisees en omettant les premiers anticorps, soit la 

cycline Dl soit la cdk5, soit les deux. Un autre type de 
contr61e a ete realise en neutralisant 1' anticorps anti-cdkS 
par un exces de 10 fois (poids/poids) de peptide immunisant 
pendant 30 minutes a 30^C. 



35 
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4) Western blot , 

Apr^s exposition des cellules hippocampiques 
aukainate, les cellules 6taient lav6es en PBS puis lys6es 
dans un tampon de Laemli. Les 6chantillons ont 6t6 soumis k 

5 sonication et chauff6s k 100<^C pendant 5 minutes. Une 

61ectrophor^se avec un gel SDS-polyacrylamide de 12 % 6tait 
ensuite r6alis6. Les proteines ont ete ensuite transferees 
sur une membrane de nitrocellulose et incub6es soit avec vn 
anticorps monoclonal anti-cycline Dl soit avec un anticorps 

10 polyclonal anti-cdkS (Santa Cruz, California, USA), ou enfin 

un anticorps monoclonal anti-p tubuline classe III (Sigma, 
St Louis, USA), un marqueur specif ique neuronal. Le marquage 
a et6 realise en utilisant 1' anticorps anti-lapin ou 1' anti- 
corps antisouris couples a la peroxydase du raifort en 

15 utilisant le kit ECLTM (Amersham Corp., England). Les 

experiences contr61es ont et6 r6alisees en omettant les 
premiers anticorps. 

5) Immunopr^cipitations et anal yse en Western- 

20 Blot . 

Les cerveaux de rat ont et6 broyes dans \m 
tampon RIPAE (PBS contenant 1 % Triton X-100, 0,1 % SDS, 5 
mM EDTA, 1 % aprotinine et 1 % sodium deoxycholate) . Les 
lysats clarifies ont et6 ensuite incubus pendant 2 heures 

25 dans la glace avec un anticorps anti-cdkS en presence ou en 

absence du peptide bloquant correspondant . Les complexes 
immuns obtenus furent ensuite recuperes par precipitation 
avec la prot6ine s^pharose A (Pharmacia) , laves 3 fois avec 
le tampon RIPAE. Les proteines immunoprecipitees ont 6t6 

30 ensuite eludes en les faisant bouillir dans du tampon de 

Laemmli, puis fractionn^es sur un gel de SDS-polyacrylamide 
et tranfer6es sur une membrane (Immobilon-P, Millipore 
Corp.) Les membranes ont ete ensuite saturees par une 
solution bloquante (5% lait ecreme dans 20 mM Tris-HCl, pH 

35 7,6, 0,9% NaCl, 0.2% Tween-20), puis incubees avec soit 
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I'anti-cycline Dl (1/200), soit l'anti-cdk5 (1/2000) pendant 
toute la nuit k 4*^C. L' immuno-marquage a 6t6 realist avec 
des anticorps couples k la peroxydase du raifort en 
utilisant le kit ECLTM (Amersham Corp.). 

5 

6) Traitement par inhibiteur de cdk (ML-1437) . 

Les cultures hippocampiques ont ete exposees a 
du kainate (20 |iM) dans du DMSO pendant 5 heures en presence 

ou en absence d'un inhibiteur de cdk, un analogue de la 
10 roscovitine. L' inhibiteur de cdk a 6te utilise k diff^rentes 

concentrations : 2 \m, 5 |iM et 10 pM. La mortality 

cellulaire a 6t6 deterxninee en utilisant 1 ' iodure de 
propidium comme decrit ci-dessus. 

15 II - Risultats. 

1) La mort neuronale aprfes exposition au kainate 
est retay<^6e ^t dog^ d^pendante. 

Pour ^valuer la mort neuronale apr^s exposition 
20 au kainate deux approches ont et6 utilis6es : 

- une analyse morphologique; 

- 1 'utilisation de marqueur de mort cellulaire : 
1' iodure de propidium et la coloration de Hoechst. 

25 i) L'analyge morphologique. 

L' analyse morphologique quantitative a ete faite 
sur les neurones survivants a differents temps entre 1 
heures et 27 heures 

Le comptage des neurones apres exposition a 20 
30 pM a montre une baisse tres forte de la viabilite neuronale 

entre 1 heure et 5 heures. 
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ii) Maroueurs de mort cellulaire . 
L'utilisation de 1' iodure de propidium (Figure 
1) a 2, 5 et 22 heures a confirme les donnees d' observation 
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morphologiques . La figure 1 repr^sente la cinetique de la 
mort neuronal kainate dependante r6v61ee par I'iodure de 
propidum. Les cultures hippocainpic[ues ont et6 exposees a 
differentes concentrations de kaxnate (20MM, 30 pM, 75 |iM) . 

5 Le pic de mortalite est k 5 heures apr^s le d6but du 

traitement par kainate. * p<0,05 par test ANOVA. 

Apr^s exposition It 20 de kainate, le 

pourcentage de neurones en d6g6n6rescence augmente 
progressivement avec un pic de mort k 5 heures. Apres 
10 exposition des cellules par le kainate aux concentrations de 

30 a 75 le pourcentage de neurones en d6g6nerescence 

augmente de maniere dose dependante avec une mortality 
maximale k 5 heures. Seuls certains neurones etaient 
propidium posit if s alors que les astrocytes etaient tou jours 
15 propidium negatifs. 

Le marquage Hoechst a confirm^ les donn6es 
obtenues avec I'iodure de propidium. 

2) La proteine cvcline Dl est exprimee dans les 

20 neurones vulnerables acres traitement au kainate. 

La figure 2 montre que la eye line Dl est 
exprimee dans des neurones vulnerables. Observation au 
microscope k contraste de phase et double ou triple marquage 
fluorescent a 22 heures (A-F) et 5 heures (G, H, I) apres 

25 expositions a 20 de kainate, culture non exposee au 

kainate (J, K, L) . Observation en contraste de phase (A, D) : 
lodure de propidium (B) et cycline Dl (C, F, I, L) ; marquage 
Hoechst (E, H, K) ; marquage GFAP (G, J) . En A, B, C : Des 
neurones (A, f leches) iodure de propidium positifs (B) et 

30 cycline Dl positifs (C) . En D, E, F : Des neurones (D, 

f Inches) sont Hoechst positifs (E) et cycline Dl positifs 
(F) . En G, H, I: un neurone est GFAP negatif (G) avec un 
noyau condense (H) et cycline Dl positif (I) . En J, K, L, un 
astrocyte est GFAP positif (J) , avec un noyau non-condens6 

35 (K) et cycline Dl positif (L) . Echelle: 1 cm = 3,33 ^M 
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La combinaison d' observations en 

iinmunof luorescence de la cycline Dl (Fig 2C, F) et de 
1 ' observation en contraste de phase (Fig 2A, D) a r6v61e que 
la cycline Dl 6tait exprim6e dans des neurones. Les doubles 
marquages cycline Dl (Fig 2C, F) d'une part et iodure de 
propidium (Fig 2B) ou coloration Hoechst (Fig 2E, H) 
d' autre part, a r6^/616 que la plupart des neurones 
exprimant la proteine cycline Dl nucl^aire pr6sentait des 
signes de mort r6v6l6e par 1' iodure de propidiimi ou la 
coloration Hoechst (Fig 2A-F) . Dans les experiences 
contr61es seuls quelques neurones cycline Dl positifs 
6taient detect^es. Par ailleurs quelcjues astrocytes 
exprimaient la cycline Dl. Mais les astrocytes (GFAP. +) ne 
pr^sentaient jamais de marquage iodure de propidium positif 
ou de fragmentation de chromatine (Hoechst) . Les experiences 
controles sans premier anticorps ne montraient aucun 
marquage . 

3) L' expression de la proteine cycline Dl est 
aucrment^e apres traitement au kainate , 

Des experiences de western blot ont et^ 
realisees sur des extraits proteiques cellulaires expos^es 
ou non au kainate. La figure 3 rapporte 1' augmentation du 
taux normalise de 1' expression de la proteine cycline Dl 
apres traitment par le kainate. La figure 3 represente 
1 'analyse par Western Blots obtenus a partir d' extraits 
proteiques de cellules de I'hippocampe exposees au kainate 
en utilisant 1' anticorps monoclonal anti-cycline Dl et 
1' anticorps anti p-tubuline classe III. En A, abscisse : 
temps d'expositon (h, heures) au kainate (75|iM) . En ordonnee 
: taux moyen d'expession de cycline Dl, normalise par la 
quantite de neurones, exprim^e en pourcentage du controle. 
II convient de noter 1 'augmentation d'expression de la 
proteine cycline Dl apres 5 heures d' exposition au kainate. 
* p<0,005 par test ANOVA. En B, blots representatif s . Une 
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bande de 35 Kd et de 70 Kd ont 6t6 les seules bandes 
d6tect6es avec respectivement I'anticorps anti-cycline Dl 
et I'cuiticorps anti-P-tubuline classe III. 

Comme le traitement par le kainate des cultures 

5 de 1 ' hippocampe provoquent xine mort neuronale et done une 

perte neuronale, le taux de cycline Dl a ete normalise par 
le taux de ^ tubuline classe III, un marqueur sp6cifique des 
neurones. L' analyse quantitative a r6v6l6 que le niveau 
d' expression normalise de cycline Dl augmentait de mani^re 

10 significative de 100% avant kainate a plus de 150% aprfes 

exposition des cultures par le kainate 75 |iM. 

4) La cvcline Dl et CdkS sont co-exDrim6s dans 
les neurones en d^g^nerescence et interaqi^g^nt <^^g — 1£ 
IS cerve4U> 

CdkS est une cycline kinase d^pendante (cdk) 
specif iquement neuronale. Le double marquage cycline Dl/Cdk5 
a r6v616 que la cycline Dl et CdkS etaient pr6sentes dans 
les neurones en degenerescence . La figure 4 montre 

20 1' expression de cdkS dans les neurones aprfes e3q)osition au 

kainate. Double ou triple marquage de neurones 
hippocampiques avant (controle en A) et apres exposition a 
75 iriM de kainate (B-I) . Immunoreactivite CdkS (A, B, D, G) ; 
coloration Hoechst (C, F, I); lodure de Propidiura (E) ; 

25 Immunoreactivite cycline Dl (H) . En A, des neurones 

(fleches) sont cdkS positifs. En B, C des neurones (fleches) 
sont cdk5 positifs (B) avec un noyau condense (C) . En D, E, 
F, un neurone (fleche) , CdkS positif (D) , iodure de 
propidium positif (E) avec un noyau condense (F) . En G, H, I 

30 un neurone (fleche) , CdkS positif (G) , cycline Dl positif 

(H) avec un noyau condense (I) 

Les etudes en western blot apres 
immunoprecipitation de cdkS revelerent que la cycline Dl 
etaient associees a CdkS. 



35 



wo 01/70231 ^ ^ PCT/FROl/00850 



19 



5) Effet inhibiteurs des cdk sur la mort 
neuron^le aprfes exposition au kalnate. 

Afin d'etudier le r61e du complexe cycline 
Dl/cdk5 dans la mort neuronale un inhibiteur des cdk tr^s 
actif sur cdk5 a 6t6 utilise sur des cultures hippocairpiques 
expos^es i 20 fJM de kainate. La figure 5 montre qu'un 

inhibiteur de Cdk diminue la mort neuronale apr^s 
exposition au kainate. La figure 5 concerne la culture 
d'hippocampes traitees 5 heures par du kainate et un 
inhibiteur de Cdk k diff^rentes concentrations (2, 5, 10 
jiM) . La mortality neuronale a et6 6valu6e par la marquage ^ 

I'iodure de propidium avec observation au microscope k 
fluorescence. Il convient de noter que la mort neuroilale est 
partiellement inhib^e par 1' inhibiteur de cdk aiix 
concentration de 2 et 5 |LlM .* p<0,005 par test ANOVA. 

Les contr61es ont ete effectuees sur des culture 
avec ou sans kainate en combinaison ou non avec 1' inhibiteur 
de Cdk. Sur les experiences contr61es avec kainate, en 
1' absence d' inhibiteur la mort neuronale etait proche de 65 
% avec une augmentation de la mort neuronale de 150 % par 
rapport aux cultures sans kainate. Au contraire, sur les 
cultures avec kainate en presence de concentration 
d' inhibiteur de cdk de 2 ou 5 jiM la mort neuronale etait 

proche de 45 %. Meme avec des fortes doses d' inhibiteurs 
(10|XM), la mort neuronale reste elevee. 

Ill - Discussion . 

Les premiers travaux (Timsit et al., 1999) ont 
montre que 1' expression de la cycline Dl etait augment^e 
dans les neurones vulnerables in vivo mais aussi, a un 
niveau moindre dans des neurones resistants. II n' etait done 
pas demontre que cette expression avait un effet deletere ou 
benefique. Les presents travaux in vitro ont confirme 
1 'augmentation d' expression de la proteine cycline Dl aprds 
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exposition de cultures de neurones et d' astrocytes au 
kainate, \m analogue du glutamate. De plus, l'6tude en 
immunohistochimie a permis de montrer que ce sont les 
neurones en d6g6n6rescence qui expriment la prot6ine cycline 

5 Dl dans leur noyau. Cette expression survient pr^cocement 

avant la fragmentation de I'ADN comme I'avait d6jk montre 
les travaux in vivo. L' etude par double marquage cycline Dl/ 
Cdk5 a montr6 que les neurones en d^generescence co- 
expriment ces 2 pro twines sugg^rant qu'elles peuvent 

10 s'associer. L' etude en Western blot sur des cerveaux de rat 

normaux a confirm^ la possibilite d' association entre la 
cycline Dl et la molecule Cdk5, Enfin 1' utilisation 
d'inhibiteur de Cdk, pr6f erentiellement actif sur Cdk5, a 
montr6 un effet protecteur de ce produit chimique aux doses 

15 situ6es entre 2 et 5\m. En revanche au dose de 10 |XM ce 

produit ne s'est plus r6vele protecteur • 

Les aspects morphologiques associes au kainate 
analyses en contraste de phase, avec un marqueur Hoechst et 
I'iodure de propidium montrent a la fois des aspects 

20 d'apoptose et des aspects de necrose*. Les aspects d'apoptose 

sont caract^rises par la condensation et la fragmentation du 
noyau visualis6es par la coloration Hoechst mais aussi des 
aspects de necrose avec rupture de la membrane cytoplasmique 
visualise par la coloration au iodure de propidium. Les 

25 inhibiteurs de Cdk ont done un effet neuroprotecteur contre 

I'excitotoxicite neuronale non-typiquement apoptotique. Ces 
donnees sont de plus etayees par les travaux de Leski et 
al.(1999) qui montrent que la mort neuronale excitotoxique 
induite par le kainate ne peut etre prevenue par 

30 I'utilisation d' inhibiteurs de la synthese d'ARN ou de 

proteine ou d' inhibiteurs de caspases tels que YVAD-CHO and 
DEVD-CHO et que done les crit^res classiques generalement 
associes a I'apoptose a savoir la mort programmee et 
1' activation des caspases ne se retrouvent pas dans la mort 

35 excitotoxique induite par le kainate. De meme, les 
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inhibiteurs de caspases ne sont pas toujours actifs sur les 
modules d'isch^mie c6r6brale, ainsi Li et al (2000) ont 
montr^ une absence d'effet des inhibiteurs de caspase dans 
1 ' ischemie globale . 



wo 01/70231 ^ ^ PCT/FROl/00850 



22 



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 



- Khrestchatisky M. , Timsit S., Rivera S., . 
Tremblay E. and Ben-Ari Y. (1996) Neuronal death and damage 

5 repair: roles of protoncogenes and cell cycle-related 

proteins. In J. Krieglstein (Ed.), Pharmacology of Cerebral 
ischemia. Medpharm Scientific Publishers, Stuttgart, pp 41- 
56, . 

- Li y., Chopp M., Powers C, Jiang N. (1997) 
10 Iinmiinoreactivity of cyclin Dl/cdk4 in neurons and 

oligodendrocytes after focal cerebral ischemia in rats. J 
Cereh Blood Flow Metab. , 17: 846-856. 

- Sherr C.J. (1993) Mamalian Gl cyclins. Cell , 
73: 1059-1065. 

15 - Zwijsen R.M. , Wientjens E., Klonpmaker, Van 

der Sman J., Bernards R., Michalides R.J. A.M. (1997) Cdk- 
independant activation of estrogen receptor by cyclin Dl. 
Cell , 88: 405-415. 

- Portera-Cailliau, Price D.L., Martin L.J. Non- 
20 NMDA and NMDA receptor mediated excotoxic neuronal deaths in 

adult brain are morphologically distinct: further evidence 
for an apoptotic-necrosis continuum. 1997. J. Corap. Neurol 
378: 88-104. 

- Wiessner C , Brink I . , Lorenz P . , Neumann- 
25 Haefelin T. , Vogel P., Yamashita K. (1996) Cyclin Dl 

messenger RNA is induced in microglia rather than neurons 
following transient forebrain ischemia. Afeuroscience , 72: 
947-958. 

- SmallD.L., Monette R., Comas T., Foumier 
30 M.C., Morley P. (1999) Loss of cyclin Dl in necrotic and 

apototic models of cortical neuronal degeneneration. 
Brain Research , 842 :376-383. 

- Timsit S, Rivera S., Ouaghi P., Guischard F., 
Tremblay E., Ben-Ari Y., M. Khrestchatisky. Increased Cyclin 

35 Dl in vulnerable neurons in the hippocampus after ischemia 



wo 01/70231 




PCT/FROl/00850 



23 



and epilepsy: a modulator of in vivo programmed cell death 
? (1999) Eur. J. Neurosci., 1999. 11, 263-278. 

- Oda H., Kasiske B.L,, O'Donnell M.P., Keane 
W.F. (1999) Effects of lovastatine on expression of cell 

5 cyle regulatory proteins in vascular smooth muscle cells. 

Kindney Int Suppl 11, S202-S205. 

- Rao S., Porter D.C., Chen X., Herliczek T. , 
lowe M., Keyomarsi K. (1999) Effects of lovastatin on 
expression of cell cycle regulatory proteins in vascular 

10 smooth muscle cells. Proc. Natl. Acad. Sci. ; 96, 7797-7802. 

- Muller C, Kiehl M.G., van de Loo J., koch 
O.M. (1999) Lovastatin induces p21WAFl/Cipl in human 
vascular smooth muscle cells: influence on protein 
phophorylation, cell cycle, induction of apoptois and growth 

15 inhibition. 

- Hashemolhosseini S., Nagamine Y. , Morley S.J., 
Desriviires S., Mercep L., Ferrari S. (1998) Rapamycin 
inhibition of the Gl to S transition is mediated by effects 
on cyclin Dl mRNA and protein stability. J. Biol. Chem 273, 

20 14424-14429. 

- Diehl J. A., Cheng M. , Roussel M.F., Sherr C.J. 
Glycogen synthase kinase-3beta regulates cyclin Dl 
prteolysis and subcellular localization. (1998) Genes Dev. 
22, 3499-3511. 

25 - Borner C et Monney L. Apoptosis without 

caspases: an efficient molecular guillotine ? Cell death 
Differ 6, 508-515 (1999). 

- Kitanaka C, Kuchino Y. Caspases independant 
programmed cell death with necrotic morphology. Cell death 

30 Differ, 6, 508-515 (1999). 

- Chautan M. , Chazal G., Ceconni P., Gruss P., 
Golstein P. Interdigital cell death occur through a 
necrotic and caspase -independant pathway. (1999) Curr Biol 
9, ,967-970. 



wo 01/70231 




PCT/FR01/008S0 



24 



- MacManus JP, Fliss H., Preston E., Rasquinha 
I., Tuor U. (1999) Cerebral ischemia produces laddered DNA 
fragment distinct from cardiac ischemia and archetypal 
apoptosis. J. Cereb. Blood Flow Metab. 19: 502-510. 

5 - Leski M.L., Valentine S.L, Coyle J.T. (1999) 

L-type voltage gated calcium channels modulate kainic acid 
neurotoxicity in cerebellar granule cells. Brain Res. 828: 
27-40. 

- Li H, Colbourne F, Sun P, Zhao Z, Buchan AM, 
10 ladecola C. (2000) Caspase inhibitors reduce neuronal injury 

after focal but not global cerebral ischemia in rats. Stroke 
31: 176-82. 

- del Zoppo G., Ginis I., Hallenbeck' J.M,, 
ladecola C, Wan X., Feuerstein G.Z. Inf lamDn:iatioon and 

15 stroke: putative role for cytokines, adhesion molecules and 

iNOS in brain response to ischemia. (2000) Brain pathology 
10:95-112. 

- Sanchez-Gomez M.V. , Matute C. AMPA and kainate 
receptors each mediate excitotoxicity in oligodendroglial 

20 cultures. (1999) Neurobiol Dis. 6:475-485. 

- Matute C, Sanchez-Gomez M.V. , Martinez-Millan 
L., Mideldi R. (1997)Glutamate receptor -mediated toxicity 
in optic nerve oligodendrocytes. P.N.A.S, 94: 8830-8835. 

- Kerr J.F.R., Willie A.H., Currie A.R. (1972) 
25 Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide ranging 

implications in tissue kinetic. Br. J. Cancer 26, 239-257. 



wo 01/70231 



PCT/FROl/00850 



25 

REVENDICATIONS 

1) Utilisation d'une substance modulatrice de 
1' expression ou de la fonction d'une prot^ine impliqu6e dans 

5 le cycle cellulaire pour la preparation d'un medicament 

destine au traitement ou a la prevention des lesions 
neurales aigues excitotoxiques non-apoptotiques . 

2) Utilisation d'une substance modulatrice de 
10 1' expression ou de la fonction d'une proteine impliquee dans 

le cycle cellulaire pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement ou k la prevention des lesions 
neurales aigues excitotoxiques non-apoptotiques des 
neurones, des astrocytes, ou des oligodendrocytes, ou de 
15 leurs precurseurs, au cours de I'epilepsie. 

3) Utilisation d'une substance modulatrice de 
I'e^qjression ou de la fonction d'une proteine impliquee dcuis 
le cycle cellulaire pour la preparation d'un medicament 

20 destine au traitement ou k la prevention des lesions 

neurales aigues excitotoxiques non-apoptotiques des 
neurones, des astrocytes, ou des oligodendrocytes, ou de 
leurs precurseurs, lors d'une ischemie cerebrale. 

25 4) Utilisation selon la revendication 3, 

caracterisee en ce que ledit medicament est destine au 
traitement ou a la prevention des lesions neurales aigues 
excitotoxiques non-apoptotiques lors d'une ischemie 
cerebrale survenant au cours d'une situation provoquant une 

30 hypoxie ou une anoxie cerebrale. 

5) Utilisation selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que la situation provoquant une hypoxie 
ou une anoxie cerebrale est choisie parmi : un arret 
35 cardiaque, la mise en circulation extra-corporelle lors de 
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la chirugie cardiovasculaire, la chirurgie des vaisseaux du 
cou ndcessitcuit ou non un clampage des vaisseaux, les 
trauitiatismes cri.niens. 

5 6) Utilisation selon I'une des revendi cat ions 1 

ou 5, caract6ris6e en ce que la prot6ine impliqu^e dans le 
cycle cellulaire est une prot6ine necessaire ^ la 
progression du cycle cellulaire. 

10 7) Utilisation selon I'une des revendications 1 

a 6, caracterisee en ce que la proteine impliqu^e dans le 
cycle cellulaire est produite par une cellule apte ou non k 
se diviser. 

8) Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1^7, caract6ris6e en ce que la substance 
modulatrice de 1' expression ou de la fonction d'une proteine 
impliquee dans le cycle cellulaire est une substance capable 
de moduler la phosphorylation d'une cible, en I'augmentant 
ou I'inhibant. 

9) Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterisee en ce que la substance 
modulatrice de 1' expression ou de la fonction d'une proteine 

25 impliquee dans le cycle cellulaire est une substance 

modulatrice de 1' expression ou de la fonction d'une cycline 
et/ou d'une cdk. 

10) Utilisation selon I'une quelconque des 
30 revendications 1 a 9, caracterisee en ce que la substance 

modulatrice de 1' expression ou de la fonction d'une proteine 
impliquee dans le cycle cellulaire est une substcince 
modulatrice de 1' expression ou de la fonction d'une cycline 
et plus particulierement d'une cycline D et/ou d'xine cdk. 
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11) Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 10, caract6ris^e en ce que la substance 
modulatrice de 1' expression ou de la fonction d'une prot6ine 
iinpliqu6e dans le cycle cellulaire est xine substance 

5 modulatrice de 1' expression ou de la fonction de la cycline 

Dl et/ou de la cdk5 et/ou du complexe cycline Dl/Cdk5. 

12) Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 k 11, caract6ris6e en ce que la substance 

10 modulatrice de 1' expression ou de la fonction d'une proteine 

impliquee dans le cycle cellulaire est choisie parmi : 

les inhibiteurs de 1' expression des 

cyclines , 

les inhibiteurs de kinases cyclines 

15 d^pendantes, 

les inhibiteurs du complexe eye line /kinases 
cyclines d^pendantes. 

13) Utilisation selon la revendication 12, 
20 caracteris^ en ce que I'inhibiteur de 1' expression des 

cyclines est choisi parmi la rapamycine, la glycogene 
synthase kinase, les statines. 



14) Utilisation selon la revendication 12, 
25 caracterise en ce que I'inhibiteur de kinases cyclines 

d^pendantes est choisi parmi les analogues de purines par 
exemple les derives de I'olomoucine et roscovitine, les 
paullones, les indirubines, 1 'hymenisaldisine, le 
f lavopiridol. 
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Figure 1 




Fig, 2 D 



Fig. 2 E 



Fig. 2 F 
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Fig. 2 G 



Fig. 2 H 



Fig. 2 I 
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Fig. 2 J 
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Figure 5 



